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D e f i n i t e  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  c o l o n -  
a e r o g e n e s  g r o u p  o f  b a c t e r i a  i n  m i l k  i s  r a t h e r  o b s c u r e .  T h e  
c h a r a c t e r i s t i c  g a s  f e r m e n t a t i o n  a n d  a c i d  p r o d u c t i o n  c l a s s  s u c h  
o r g a n i s m s  a s  u n d e s i r a b l e  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  d a i r y  p r o d u c t s .  
T h e i r  i n f l u e n c e ,  h o w e v e r ,  u p o n  t h e  q u a l i t y  o f  m a r k e t  m i l k  i s  l e s s  
d e f i n i t e .  A c c o r d i n g  t o  H a r d i n g  (5), t h e  t h r e e  e s s e n t i a l  e l e m e n t s  
d e t e r m i n i n g  t h e  q u a l i t y  of m i l k  a r e - - f o o d  v a l u e ,  h e a l t h f u l n e s s ,  
a n d  c l e a n l i n e s s .  
T h e  c o l o n - a e r o g e n e s  g r o u p  c a n  e f f e c t  t h e  f o o d  v a l u e  o f  m i l k  
o n l y  i n d i r e c t l y ,  i n  t h a t  t h r o u g h  t h e i r  u n d e s i r a b l e  f e r m e n t a t i o n  
t h e y  l e s s e n  t h e  p a l a t a b i l i t y  o f  t h e  c o m m o d i t y  a s  a f o o d .  T h a t  
t h e  c o l o n  b a c i l l i  i n f l u e n c e  t h e  h e a l t h f u l n e s s  o f  m i l k  i s  g e n e r a l l y  
a c c e p t e d ,  a l t h o u g h  v e r y  l i t t l e  d i r e c t  p r o o f  i s  a v a i l a b l e .  S u c h  
i n t e s t i n a l  d i s e a s e s  a s  i n f a n t i l e  d i a r r h o e a ,  s u m m e r  c o m p l a i n t  a n d  
c h o l e r a  i n f a n t u m ,  c o m m o n l y  a t t r i b u t e d  t o  m i l l (  i n  w a r m  w e a t h e r ,  
h a v e  l o n g  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  g r o u p .  M o r e  r e c e n t  i n v e s t i -  
g a t i o n s  a l o n g  t h i s  l i n e ,  h o w e v e r ,  t e n d  t o  m a k e  o n e  h e s i t a t e  i n  
p l a c i n g  s o  m u c h  e m p h a s i s  u p o n  s u c h  o r g a n i s m s  a s  f o r m e r l y .  
U n t i l  m o r e  a u t h e n t i c  d a t a  i s  a v a i l a b l e  t o  t h e  c o n t r a r y ,  i t  i s  n o  
d o u b t  w i s e  t h a t  s u c h  o r g a n i s m s  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  a s  a s u s -  
p i c i o u s  s o u r c e  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  i n t e s t i n a l  d i s o r d e r s  d u e  t o  m i l k .  
T h e  c o l o n  f a m i l y  h a s  l o n g  b e e n  c o n s i d e r e d  o f  s a n i t a r y  i m p o r -  
t a n c e  i n  m i l k .  N u m e r o u s  b o a r d s  o f  h e a l t h  h a v e  a d o p t e d  
s t a n d a r d s ,  b a s e d  u p o n  t h e  c o l o n  c o n t e n t ,  f o r  g r a d i n g  m a r k e t  
m i l k .  T h e  u s u a l  a s s u m p t i o n  b e i n g  t h a t  l a r g e  n u m b e r s  o f  c o l o n  
i n d i c a t e  p r o d u c t i o n  u n d e r  f i l t h y  c o n d i t i o n s .  R e c e n t  w o r k ,  h o w -  
e v e r ,  b y  A y e r s ,  C o o k  a n d  C l a m m e r  (2), i n d i c a t e  t h a t  l a r g e  
n u m b e r s  o f  c o l o n  b a c i l l i  i n  m i l k  r e p r e s e n t  g r o w t h  d u e  t o  h o l d i n g  
a t  h i g h  t e m p e r a t u r e  a n d  n o t  t o  i n i t i a l  c o n t a m i n a t i o n .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  t o  s t u d y  t h e  r e l a t i o n  o f  
t h e  c o l o n - a e r o g e n e s  g r o u p  t o  c l e a n l i n e s s  o f  m i l k  p r o d u c t i o n .  
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M A R K E T  M I L K  A N A L Y S E S  
D u r i n g  t h e  s u m m e r  o f  1 9 1 7 ,  135 s a m p l e s  o f  m a r k e t  m i l k ,  rep= 
r e s e n t a t i v e  f o r  t h i s  c o m m u n i t y ,  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  t o t a l  
b a c t e r i a l  c o n t e n t ,  c o l o n - b a c i l l i  a n d  s e d i m e n t .  T h e  m i l k  w a s  
o b t a i n e d  f r o m  f o u r t e e n  d i f f e r e n t  d a i r i e s  i n  s t e r i l e  p i n t  m i l k  
b o t t l e s .  A l l  s a m p l e s  w e r e  p a c k e d  i n  i c e  c o n t a i n e r s  a n d  b r o u g h t  
t o  t h e  l a b o r a t o r y  w h e r e  t h e y  w e r e  i m m e d i a t e l y  e x a m i n e d .  T h e  
t o t a l  b a o t e r i a l  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  s t a n d -  
a r d  m e t h o d s .  T h e  c o l o n  g r o u p  w a s  e s t i m a t e d  b y  i n o c u l a t i n g  
b i l e  l a c t o s e  f e r m e n t a t i o n  t u b e s  w i t h  v a r y i n g  d i l u t i o n s  o f  m i l k  
a n d  i n c u b a t i n g  a t  37°C. f o r  t w o  d a y s .  T h e  f e r m e n t a t i o n  t u b e  
s h o w i n g  g a s  i n  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  i n d i c a t e d  t h e  t o t a l  n u m b e r  
o f  c o l o n  b a c i l l i  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  T h a t  g a s  p r o d u c t i o n  i n  t h e  
h i g h e s t  d i l u t i o n  i n d i c a t e d  B .  c o l i  w a s  c o n f i r m e d  b y  t h e  i s o l a t i o n  
o f  p u r e  c u l t u r e s  o f  t h i s  g r o u p  f r o m  a l l  t u b e s  e x a m i n e d .  
T h e  m i l k  s a m p l e s ,  g r o u p e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  c o l o n  c o n t e n t  
a n d  t h e  r e s p e c t i v e  t o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  a r e  t a b u l a t e d  i n  t a b l e s  1, 
2 a n d  3. 
T h e  l o w e s t  c o l o n  c o u n t  r e c o r d e d  w a s  2 p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  
w h i l e  t h e  h i g h e s t  w a s  10,000,000 p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  T h e  
a v e r a g e  c o u n t  f o r  t h e  135 s a m p l e s  w a s  1 6 7 , 8 9 0  c o l o n  p e r  c u b i c  
c e n t i m e t e r ,  a n d  10,567,290 t o t a l  b a c t e r i a  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  
A c c o r d i n g  t o  t a b l e  2, 66.6 p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  h a v e  a c o l o n  
c o u n t  o f  1 0 0 0  o r  l e s s  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r ,  w h i l e  33.3 p e r  c e n t  
s h o w  a c o u n t  o f  o v e r  1000 p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  T h e s e  c o u n t s  
a r e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  r e p o r t e d  b y  A y e r s ,  C o o k  a n d  
C l a m m e r ,  w h o  f o u n d  f r o m  t h e  a n a l y s e s  o f  70 s a m p l e s  o f  m i l k  
t h e  n u m b e r  o f  c o l o n  o r g a n i s m s  r a n g e d  f r o m  1 0 0  t o  28,400 p e r  
c u b i c  c e n t i m e t e r ,  w h i l e  o n l y  o n e  s a m p l e  c o n t a i n e d  m o r e  t h a n  
2000 p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  E x c l u d i n g  t h i s  s a m p l e  t h e  a v e r a g e  
f o r  t h e  31 s a m p l e s  w a s  648 c o l o n  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  O n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  K i n y o u n  a n d  D i e t e r  (7) g i v e  r e s u l t s ,  w h i c h  a r e  q u i t e  
c o m p a r a b l e  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n s .  
T h e y  f o u n d ,  f r o m  t h e  a n a l y s e s  o f  50 s a m p l e s  o f  m a r k e t  m i l k  
c o l l e c t e d  d u r i n g  F e b r u a r y  a n  a v e r a g e  c o l o n  c o n t e n t  o f  19,420 
p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r ,  w h i l e  t h e  a v e r a g e  o f  4 8  s a m p l e s  o f  m a r k e t  
TABLE 1 
The colon and ~o~al bacle~al conten~ of marke~ milk 
C O L O N  T O T A L  C O L O N  T O T A L  C O L O N  T O T A L  C O L O N  T O T A L  
N U M  ~ P E R  N U M B E R  N U M ~  P E R  N U M B E R  N U M "  P E R  N ~ M B E R  N U M -  P E R  N U M B E R  N U M -  C O L O N  P E R  
B E R  O F  C U B I C  P E R  C U B I C  B E R  OR C U B I C  P E R  C U B I C  B E E  O F  C D B I C  P E R  C C B I C  B E R  O F  C U B ~  P E R  C U B I C  B E R  O F  C U B I C  
S A M P L E  C E N T I -  C E ~ T I -  S A M P L E  C E N T I -  C E N T ~  E A M P L m  C ~ l ~ r | -  C E N T 1 -  S A M P L E  C E N t -  C E N T I -  S A M P L E  C E N T I M E T E R  























N U M B E R  
P E R  CUBI~ 
C R N T I -  
2 0 T  15 ).00 800T 21 
9 0 T  17 100 2,750T 38 
150T 18 100 l l 0 T  54 
2 0 T  19 100 2 4 T  61 
2 5 T  24 100 130T 64 
130T 25 100 200T 69 
2 0 T  26 100 3,400T 94 
129T 27 100 7 5 T  103 
80T 30 I00 165T 109 
19T 31 i00 60T 117 
30T 48 I00 i 2 M  119 
500 7 5 T  106 1,000 10M 116 
500 500T 110 1,000 280T 127 
500 300T 113 1,000 300T 128 
500 l 1 5 T  114 1,000 6 0 0 T  129 
500 9 M  115 1,000 200T 132 
500 2,500T 120 1,000 2 5 T  44 
500 7M 122 1,000 700T 72 
500 3 M  125 1,000 260T S1 
500 130T 134 1,000 9 M  107 
500 2 M  4 1 0 , 0 0 0  1M 1 
500 20OT 12 I0,000 2,500T 2 
600T 49 100 
400T 52 100 
4 0 T  66 100 
6 5 T  67 100 
7 0 T  77 100 
208T 78 100 
4 M  95 100 
130T 97 100 
! 2 M  
6 4 T  
2 4 T  
230T 
! 150T 
4 0 T  
i 1 5 0 T  
180T 
3 0 T  98 1 0 0  2 M  
2M 101 100 8 M  
16 1 , O 0 0  5 M  32 1 0 , 0 0 0  1M 62 
22 1,000 900T 33 1 0 , 0 0 0  4 M  76 
23 1,000 800T 36 1 0 , 0 0 0  10M~ 80 
34 1 , 0 0 0  150T 40 1 0 , 0 0 0  8 M  83 
37 1 , 0 0 0  540T 41 1 0 , 0 0 0  10M 85 
42 1 , 0 8 0  5 M  43 1 0 , 0 0 0  5 M  90 
45 1 , 0 0 0  5 M  50 1 0 , 0 0 0  2,500T 126 




















53 1,000 200T 70 1 0 , 0 0 0  400T 47 1 , 0 0 0 , 0 0 0  
55 1 , 0 0 8  6 0 T  73 1 0 , 0 0 0  10M 51 1 , 0 0 0 , 0 0 0  




2 M  
4701' 
15M 
7 M  
5 M  
18M 
81M 
5 M  









8 M  
5 100 2,500T 111 I 0 0  130T 
6 100 1,200T 118 100 117T 
7 100 300T 121 100 2 M  
8 I 0 0  900T 123 100 i 800T 
11 100 6 5 T  124 100 250T 
13 100 250T 14 500 6 M  
56 1 , 0 0 0  460T 74 1 0 , 0 0 0  1,800T 86 1,000,000 
57 1 , 0 0 0  122T 75 1 0 , 0 0 0  5 M  91 1 , 0 0 0 , 0 0 0  
58 1 , 0 0 0  180T 84 1 0 , 0 0 0  16M 130 1 , 0 0 0 , 0 0 0  
60 1 , 0 0 0  8 5 T  88 1 0 , 0 0 0  18M 131 L000,000 
71 1 , 0 0 0  210T 89 1 0 , 0 0 0  4 M  133 1 , 0 0 0 , 0 0 0  
87 1 , 0 0 0  10M 96 1 0 , 0 0 0  30M 82 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0  
181M 
26M 




N o t e : - - T  = 1,000; M - -  1,000,000. 
T A B L E  2 
A summary showing the samples of market milk grouped according to their colon count 
"~ I 0 1 1,/2 } 1/10 I 1/I00 1/500 ~ 1/10,000 1)50,000 1/IO0,OOC 1/500,00C 1 / I ~  1/IOM: 
. . . . . . . . .  t 
N u m b e r  . . . . . . . . . . . . . . . .  I 0 I 0 I 1 I 19 I 33 12 25 23 0 1 4 10 7 I 
Feroe.~ . . . . . . . . . . . . . . .  10  t0  f o .~ l  ,~ t2~ t s81 ,s~ I ~7o o 2.o ~ 51 o~ 
TABLE 3 
Showing group correlation of total bacterial content and colon count in milk 
AVE1L~GE 
C O U I ~  P E R  NUMBER P E R  C~BIO CENTIMETER CUBIC 
CENTIMETER 
Average colon 2 1 1 0  1 0 0 1 5 0 0  1,000 10,0001100200 500,000 1,000,00010,000,000t67,890,000 
A v e r a g e  ~ o t a l .  20,000 325,500 971,000 2,037,000 2,230,000 8,700,000 111,250,000 58,500,000 6 2 , 0 0 0 , 0 0 0  36,000,000 10,567,290 
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m i l k -  c o l l e c t e d  d u r i n g  A u g u s t  w a s  1 9 6 , 4 5 8  c o l o n  b a c i l l i  p e r  c u b i c  
c e n t i m e t e r .  
I t  i s  a g e n e r a l l y  a c c e p t e d  f a c t  t h a t  w h i l e  t h e  b a c t e r i a l  c o n t e n t  
o f  m i l l ~  i s  n o w  u n i v e r s a l l y  u s e d  a s  a s t a n d a r d  f o r  j u d g i n g  t h e  
q u a l i t y  i t  i s  n o t  a s a t i s f a c t o r y  i n d e x  o f  s a n i t a r y  p r o d u c t i o n .  I t  
i s  m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  c a r e  t a k e n  i n  t h e  h a n d l i n g  o f  t h e  
t ~ ~  : ! i ' -" ~ : i ' , ' , :  I '. : ~, i I ', ~ ' ~, ', ': ~ ', ', ', ', ', '~ i '~ i ~  " 
:',II:'I:.'.'?-!! ,~!!::I:I:,,:I,'"!:~,i,.iiii'! .... ! ! : ! ! ' ~ : ' , ' , i : ' , ' , ; : , , ~ - i , ' , " ' "  .... 
~ I ' , ' , : : ' , : ' , ' , ' , : ' , - ' , : ' , ' , ' , : : ' , ~ : ' , :  '.i',~',~ :~,.',, P[-~,.,iiiiiiili~-:~i ~ ,, I ,. ~ l . . ~ l ~ ' ,  i I , ' ~ '  ! ,, : ,, ,,, ,, I ,, ', ',.,~, ', I I ', ~ 11 ', '. ~ ~, '. ~ _ ,  - . . . . . . . . . . . . . . . . . .  , ! I ! -  Y 
~ ~ ~  . . . .  ~ ,  I ,  ~ I I I I I i I ; . , ~ . ,  ~ , % - : : ~  I " ~ _ , ~ I , ~ - ,  i ,  : . ~ - , ~ I ,  ; I i : ', ', ', I ', I I  I ', • '. I i I I I I I I ' 
F r o .  1 .  C O R R ~ L A ~ O ~  O F  T O T A L  B A C T E R I A  C O N T E N ~  O F  I ~ L E  W Z ~  
T E M P E R A T U R E  
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m i l k  a f t e r  p r o d u c t i o n ,  t h a n  i t  is t o  t h e  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  
t h e  m i l k  i s  p r o d u c e d .  T h e  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  m i l k  i s  
h e l d ,  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a n d  i n f l u e n t i a l  f a c t o r s  g o v e r n -  
i n g  t h e  b a c t e r i a l  c o n t e n t  o f  m a r k e t  m i l k .  T h i s  i s  a p t l y  i l l u s -  
t r a t e d  i n  f i g u r e  1, t h e  d a t a  o f  w h i c h  i s  c i t e d  b y  K i n y o u n  a n d  
D i e t e r .  T h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  b a c t e r i a l  c o n t e n t  o f  t h e  m i l k  
i s  d u e  c h i e f l y  t o  t e m p e r a t u r e  c o n d i t i o n s  i s  v e r y  a p p a r e n t .  T h e  
a u t h o r s  o f  t h e  d a t a ,  h o w e v e r ,  f a i l  t o  a t t r i b u t e  m u c h  i m p o r t a n c e  
t o  t e m p e r a t u r e .  
I n  t a b l e  3 t h e r e  w i l l  b e  o b s e r v e d  c o n d e n s e d  d a t a  d e m o n -  
s t r a t i n g  a d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  t o t a l  b a c t e r i a l  c o n t e n t  
o f  m i l k  a n d  t h e  c o l o n  c o u n t .  T h e  s a m p l e s  w e r e  g r o u p e d  a c -  
c o r d i n g  t o  t h e i r  c o l o n  c o n t e n t  a n d  t h e  a v e r a g e  r e c o r d e d  f o r  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  t o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  o f  e a c h  g r o u p .  H a m m e r  
a n d  H a u s e r  (4), i n  a s t u d y  o f  t h e  m a r k e t  m i l k  o f  I o w a ,  c o n c l u d e d  
t h a t  wlfile, i n  m a n y  i n s t a n c e s ,  t h e  c o l o n  c o u n t  c o u l d  b e  c o r r e -  
l a t e d  w i t h  t h e  t o t a l  b a c t e r i a l  c o n t e n t ,  i t  w a s  n o t  a l w a y s  so. I t  
i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e r e  a r e  t i m e s ,  w h e n  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t h e  t o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  a n d  c o l o n  c o n t e n t  o f  m i l k  w i l l  v a r y  
w i d e l y ,  b u t  i t  a p p e a r s  t h a t  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  i n s t a n c e s  a g e n e r a l  
a v e r a g e  o f  m a r k e t  m i l k  a n a l y s e s  d e m o n s t r a t e s  t h e  t w o  c o u n t s  
t o  b e  c l o s e l y  c o r r e l a t e d .  
S i n c e  t h e  b a c t e r i a l  c o n t e n t  o f  m i l k  a n d  t e m p e r a t u r e  a r e  
d i r e c t l y  r e l a t e d ,  a n d  s i n c e  t h e  t o t a l  c o u n t  a n d  t h e  c o l o n  c o n t e n t  
a r e  c o r r e l a t e d ,  i t  follows t h a t  t h e  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  c o l o n  
c o n t e n t  o f  m i l k  m u s t  t h e r e f o r e  b e  a s s o c i a t e d .  T h i s  s h o w s  t h a t  
t h e  h i g h  c o l o n  c o u n t  d o e s  n o t  i n d i c a t e  i n i t i a l  c o n t a m i n a t i o n ,  b u t  
r e p r e s e n t s  i m p r o p e r  c a r e  i n  t h e  h a n d l i n g  o f  t h e  m i l k  a f t e r  p r o -  
d u c t i o n .  M o r e  d a t a ,  c i t e d  b y  K i n y o u n  a n d  D i e t e r  i n  f i g u r e  2, 
i l l u s t r a t e  t h i s  p o i n t  c l e a r l y .  
W h i l e  f i g u r e  2 i n d i c a t e s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t o t a l  n u m -  
b e r s  a n d  t h e  c o l o n  c o n t e n t  o f  m i l k ,  f i g u r e  1 e s t a b l i s h e s  t h e  
c o r r e l a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  t o t a l  n u m b e r s .  T h e r e f o r e ,  t h e  
c o l o n  c o n t e n t  o f  m i l k  m u s t  a l s o  b e  d i r e c t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  
t e m p e r a t u r e .  
I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  i t  w a s  i m p o s s i b l e  t o  i n d i c a t e  a n y  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  c o l o n  c o u n t  of m a r k e t  
1 1 4  o . w .  HUNTER 
m i l k  a s  t h e  s a m p l e s  e x a m i n e d  w e r e  c o l l e c t e d  d u r i n g  m i d s u m m e r  
w h e n  l i t t l e  v a r i a t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  w a s  n o t e d .  
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E F F E C T  O F  T E M P E R & T U R E  
T o  s t u d y  the effect of t e m p e r a t u r e  u p o n  the n u m b e r  of B .  
coli in m i l k ,  5 9  s a m p l e s  of fresh m i l k  w e r e  obtained f r o m  a n  
a v e r a g e  s a n i t a r y  d a i r y .  T h e  m i l k  w a s  i m m e d i a t e l y  e x a m i n e d  
a n d  d i v i d e d  i n t o  t w o  e q u a l  p o r t i o n s ,  o n e  p l a c e d  a t  6 0 ° F .  a n d  
t h e  o t h e r  a t  70°F. A f t e r  t w e n t y - f o u r  h o u r s  t h e  c o l o n  d e t e r m i -  
n a t i o n  o f  e a c h  w a s  m a d e .  T h e  r e s u l t s  a r e  f o u n d  i n  t a b l e  4. 
TABLE 4 
Showing effect of temperature upon colon conten~ of milk 
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A v e r a g e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  964 60,762,000 
1 1 6  o . w .  HUNTER 
T h e  r e s u l t s  a r e  p l a i n l y  e v i d e n t .  T h e  a v e r a g e  o f  t h e  5 9  
s a m p l e s  i n d i c a t e s  a t o t a l  c o l o n  c o u n t  o f  5 2  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  
i n  t h e  o r i g i n a l  f r e s h  m i l k ;  9 6 4  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  i n  t h e  s a m e  
h e l d  a t  6 0 ° F . ;  a n d  o v e r  6 0 , 0 0 0 , 0 0 0  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  f o r  t h a t  
p o r t i o n  h e l d  a t  7 0 ° F .  W h i l e  t h e s e  r e s u l t s  a r e  n o t  s u r p r i s i n g ,  
t h e y  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  B .  c o l i  i n  m i l k  i s  g r e a t l y  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  m i l k  i s  h e l d .  T h e y  
f u r t h e r  e m p h a s i z e  t h e  n e e d  o f  c a r e  i n  h a n d l i n g  m i l k  a f t e r  p r o -  
d u c t i o n ,  i f  t h e  c o l o n  g r o u p  i s  a f a c t o r  i n  t h e  h e a l t h f u l n e s s  o f  
m i l k .  I n  t a b l e  5 t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  5 9  s a m p l e s  o f  
f r e s h  m i l k ,  s h o w s  t h a t  7 6 . 1  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  h a d  a c o l o n  
c o u n t  o f  10 p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  o r  l e s s  o r  9 6 . 4  p e r  c e n t  o f  t h e  
s a m p l e s  h a d  a c o l o n  c o n t e n t  o f  n o t  o v e r  1 0 0  p e r  c u b i c  c e n t i -  
T A B L E  5 
Showing the samples of fresh milk grouped according to their colon content 
N u m b e r  . . . . . . . . . . . . . . .  
P e r  c e n t  . . . . . . . . . . . . . .  
I ~ I ~ M B ~ B  O1~ C O L I  P R R  ¢ ' U B I O  CBN'FIMETw.R 
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~ O T A L  
5 9  
1 0 0  
Average n u m b e r  c o l i  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 2  
m e t e r .  T h e  l o w e s t  n u m b e r  o f  B .  c o l i  r e c o r d e d  w a s  1 p e r  c u b i c  
c e n t i m e t e r .  W h i l e  t h e  h i g h e s t  w a s  1 0 0 0  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  
T h e  a v e r a g e  c o u n t  f o r  t h e  5 9  s a m p l e s  w a s  5 2  c o l o n  p e r  c u b i c  
c e n t i m e t e r .  T h i s  d a t a  w i l l  c e r t a i n l y  s e r v e  a s  a m o r e  a c c u r a t e  
i n d i c a t o r  o f  f i l t h  p o l l u t i o n  t h a n  t h e  r e s u l t s  r e c o r d e d  f r o m  t h e  
m a r k e t  m i l k  a n a l y s e s .  
T H E  C O L O N  C O N T E N T  O F  C O W  F E C E S  
Fifteen s a m p l e s  of f r e s h  c o w  feces w e r e  e x a m i n e d  for total 
colon c o n t e n t .  T h e  results are s h o w n  in t a b l e  6. 
T h e  lowest n u m b e r  p e r  g r a m  of feces w a s  100,000 a n d  t h e  
largest n u m b e r  10,000,000 p e r  g r a m  w i t h  a n  a v e r a g e  of 1,883,333 
p e r  g r a m .  A c c o r d i n g  to H a r d i n g  (5), in t h e  poorest k n o w n  
c o m m e r c i a l  m i l k ,  the a m o u n t  of recoverable foreign m a t t e r  of 
T H E  C O L O N - A E R O G E N E S  G R O U P  O F  M I L K  117 
a l l  k i n d s  a m o u n t s  t o  o n l y  0.01 g r a m  p e r  l i t e r .  R e a s o n i n g  o n  t h i s  
b a s i s  i t  w o u l d  m e a n  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  c o l o n  o r g a n i s m s  a d d e d  
t o  m i l k  t h r o u g h  i n i t i a l  c o n t a m i n a t i o n ,  w o u l d  b e  less t h a n  100 
p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  i n  t h e  p o o r e s t  q u a l i t y  o f  m i l k .  
T h e  s e d i m e n t  o f  t h e  135 s a m p l e s  o f  m a r k e t  m i l l ~  a s  d e t e r m i n e d  
b y  t h e  W i z a r d  S e d i m e n t  T e s t e r  f a i l e d  t o  r e v e a l  a n y  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  t o t a l  n u m b e r s  a n d  c o l o n  c o n t e n t .  L i k e w i s e ,  t h e  e x -  
TABLE 6 
Colon content of fresh cow feces 























Average . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 , 8 8 3 , 3 3 3  
a m l n a t i o n  f a i l e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  w a s  a n  excess o f  f o r e i g n  
m a t e r i a l  w h i c h  m i g h t  a c c o u n t  f o r  s u c h  a l a r g e  c o l o n  c o u n t .  
T h e  e v i d e n c e  a p p e a r s  s u f f i c i e n t  t o  w a r r a n t  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c o l o n - a e r o g e n e s  g r o u p  i n  m a r k e t  m i l k  c a n  
n o t  b e  u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  i n i t i a l  p o l l u t i o n .  
E F F E C T  O F  M E D I A  U P O N  T H E  E N U M E R A T I O N  O F  T H E  COLON 
G R O U P  
A c c o r d i n g  t o  J o r d a n  (6), b i l e  l a c t o s e  b r o t h  i n h i b i t s  f r o m  o n e -  
t h i r d  t o  o n e - h a l f  o f  t h e  v i a b l e  cells o f  B .  coli, w h i l e  E n d o - a g a r  
c o m p a r e s  f a v o r a b l y  w i t h  l a c t o s e  b r o t h .  L i k e w i s e ,  O b s t  (8) o b -  
s e r v e d  f r o m  t h e  a n a l y s e s  o f  191 s a m p l e s  o f  w a t e r ,  t w i c e  a s  m a n y  
B .  c o l i  i n  l a c t o s e  b r o t h  a s  i n  b i l e  l a c t o s e .  
T o  s t u d y  t h e  i n h i b i t i v e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  s e l e c t i v e  m e d i a  o n  
t h e  c o l o n  bacilli, t h e  f o l l o w i n g  m e d i a w e r e  u s e d :  b i l e  l a c t o s e  
b r o t h ,  l a c t o s e  b r o t h ,  a s p a r a g i n  b r o t h  a n d  E n d o  b r o t h .  
118 o.  W° HUNTER 
E n u m e r a t i o n  w a s  m a d e  b y  g a s  p r o d u c t i o n  i n  f e r m e n t a t i o n  
t u b e s .  I t  w i l l  b e  n o t i c e d  t h a t  t h e  a s p a r a g i n  a n d  E n d o  m e d i a  
a r e  m a d e  u p  a s  b r o t h  i n s t e a d  o f  a g a r .  T h e  a s p a r a g i n  m e d i a  w a s  
m a d e  a c c o r d i n g  t o  A y e r s  a n d  J o h n s o n  (1) e x c e p t  t h e  a g a r  a n d  
l i t m u s  w e r e  o m i t t e d .  L i k e w i s e ,  t h e  E n d o  b r o t h  w a s  p r e p a r e d  
a c c o r d i n g  t o  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d s  o m i t t i n g  t h e  a g a r .  T h e  
p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n  w a s  t w o  d a y s ,  a t  37°C. 
T h e  c o l o n  c o n t e n t  o f  4 8  s a m p l e s  o f  m a r k e t  m i l k  a s  r e v e a l e d  
b y  g a s  p r o d u c t i o n  i n  b i l e  l a c t o s e  a n d  l a c t o s e  b r o t h  i s  n o t e d  i n  
t a b l e  7 .  
T A B L E  7 
A comparison of bile lactose and lactose broth for colon enumeration 
S A M P L E  
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A s u m m a r y  o f  t h e  t a b l e  i n d i c a t e s  3 6  s a m p l e s ,  o r  7 5  p e r  c e n t  o f  
t h e  4 8  e x a m i n e d ,  g a v e  a h i g h e r  c o u n t  i n  l a c t o s e  b r o t h ;  4 s a m p l e s ,  
o r  8 . 3  p e r  c e n t  g a v e  a h i g h e r  c o u n t  i n  b i l e  l a c t o s e ,  w h i l e  8, o r  
1 6 . 6  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  h a d  t h e  s a m e  c o u n t  i n  b o t h  m e d i a .  
T h e  a v e r a g e  c o u n t  f o r  b i l e  l a c t o s e  w a s  6 3 , 1 8 8  c o l o n  p e r  c u b i c  
c e n t i m e t e r  a n d  f o r  l a c t o s e  b r o t h  1 3 1 , 2 5 6  c o l o n  p e r  c u b i c  c e n t i -  
m e t e r .  A n  a v e r a g e  o f  t w i c e  a s  m a n y  B .  c e l l  w e r e  n o t e d  i n  
l a c t o s e  b r o t h  a s  c o m p a r e d  w i t h  b i l e  l a c t o s e  b r o t h .  
T h e  n u m b e r  o f  B .  c e l l  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  4 6  s a m p l e s  o f  m a r k e t  
m i l k  b y  b i l e  l a c t o s e  a n d  a s p a r a g i n  b r o t h  f e r m e n t a t i o n  t u b e s .  
T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  t a b l e  8 .  
T A B L E  8 
A comparison of bile lactose and asparagln broth for colon enumeration 
S A M P L E  
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1 2 0  o . w .  HUNTER 
T h e  d a t a  d e m o n s t r a t e  t h a t  2 5 ,  o r  5 4 . 3  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  
g a v e  a h i g h e r  c o u n t  i n  a s p a r a g i n ;  7 ,  o r  1 5 . 2  p e r  c e n t  h a d  a h i g h e r  
c o u n t  i n  b i l e  l a c t o s e ,  w h i l e  1 4 ,  o r  3 0 . 4  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  
h a d  s a m e  c o n t e n t .  T h e  a v e r a g e  c o l o n  c o n t e n t  a s  e s t i m a t e d  b y  
b i l e  l a c t o s e  b r o t h  w a s  3 6 , 7 4 9  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r ,  a n d  f o r  
a s p a r a g i n  b r o t h  8 8 , 9 0 1  c o l o n  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r .  A s p a r a g i n  
b r o t h  g a v e  o n  t h e  a v e r a g e  2 . 4  t i m e s  a s  m a n y  B .  c o l i  a s  b i l e  
l a c t o s e  b r o t h .  
A c o m p a r i s o n  o f  b i l e  l a c t o s e  a n d  E n d o  b r o t h  i s  i n d i c a t e d  i n  
t a b l e  9 .  
TABLE 8 
A comparison of bile lactose and Endo broth for colon enumeration 
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O f  t h e  3 9  s a m p l e s  o f  m a r k e t  m i l k  e x a m i n e d ,  1 5 ,  o r  3 8 . 4  p e r  
c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  s h o w e d  a h i g h e r  c o u n t  i n  E n d o  b r o t h ;  1 2 ,  
o r  3 0 . 7  p e r  c e n t  i n  b i l e  l a c t o s e  b r o t h ,  w h i l e  t h e  c o u n t  i n  12, o r  
3 0 . 7  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  w a s  t h e  s a m e .  A n  a v e r a g e  o f  t h e  3 9  
s a m p l e s  g a v e  a c o u n t  o f  1 2 , 1 0 8  c o l o n  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  w i t h  
THE COLON-AEROGENES GROUP OF MILK 121 
b i l e  l a c t o s e ,  a n d  1 8 , 4 9 8  p e r  c u b i c  c e n t i m e t e r  b y  E n d o  b r o t h .  O n  
a n  a v e r a g e  1 . 5  t i m e s  a s  m a n y  c o l o n  g r e w  i n  E n d o  b r b t h  a s  i n  
b i l e  l a c t o s e  b r o t h .  
W h i l e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  B .  c o l i  w a s  n o t  u n d e r t a k e n  i n  a l l  t h e  
s a m p l e s ,  a f a i r l y  l a r g e  p e r  c e n t  o f  t h e  s a m p l e s  f r o m  e a c h  m e d i a  
w e r e  e x a m i n e d  f o r  c o l o n  v e r i f i c a t i o n .  T h e  s a m p l e s  w h i c h  w e r e  
e x a m i n e d  f o r  v e r i f i c a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  l i s t e d  i n  
t a b l e s  10, 11, a n d  12. 
T A B L E  1 0  
Colon verification from lactose broth fermentation tubes howing gas production 
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Colon verification from asparagin broth fermentation tubes showing, 
~ L E  
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It will be observed that from lactose broth fermentation tubes 
there was only one case in which colon was not verified. Posi- 
tive verification was obtained from all tubes of asparagin and 
122 o .w.  HUNTER 
E n d o  b r o t h  e x a m i n e d .  T h e  b i l e  l a c t o s e  b r o t h  t u b e s  i n  t h i s  
s e r i e s  w e r e  n o t  v e r i f i e d ,  i n  a s  m u c h ,  a s  p r e v i o u s  w o r k  i n  t h i s  
l a b o r a t o r y  a s  w e l l  a s  w o r k  o f  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  h a s  s h o w n  t h a t  
g a s  p r o d u c t i o n  i n  b i l e  l a c t o s e  i s  a r e l i a b l e  p r e s u m p t i v e  t e s t  f o r  
B. coli. 
F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  k i n d  o f  m e d i a  u s e d  f o r  
t h e  e n u m e r a t i o n  o f  t h e  c o l o n  g r o u p  w i l l  g r e a t l y  i n f l u e n c e  t h e  
q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n .  T h e  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  a s p a r a g i n  
m e d i a  a n d  l a c t o s e  b r o t h  o f f e r  t h e  l e a s t  i n h i b i t i v e  a c t i o n .  E n d o  
e x e r t s  a n  i n h i b i t i v e  p o w e r  b u t  n o t  a s  g r e a t  a s  l a c t o s e  b i l e .  A y e r s  
a n d  J o h n s o n  ( 1 )  c o m p a r e d  b i l e  l a c t o s e  b r o t h  w i t h  a s p a r a g i n  a g a r  
TABLE 12 
Colon ~erification from Endo broth fermentation tubes showing gas production 
S A M P L E  D I L U T I O N  S H O W -  S A  M I a L  E D I L U T I O N  S H O W  ° C O L I  V E R I F I E R  C O L I  V E R I F I E D  N U M B E R  I ~ G  G A S  N U M B E R  I N G  G A S  
4E-1 
5 E - 2  
6 E - 3  
7 E - 4  

















































f o r  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  c o l i  b a c i l l i  f r o m  i c e  c r e a m  a n d  f o u n d  t h a t  
a s p a r a g i n  a g a r  g a v e  a h i g h e r  c o l o n  c o u n t  i n  4 1  s a m p l e s  o u t  o f  
4 3  e x a m i n e d .  T h e y  a l s o  s t a t e  t h a t  a m u c h  l a r g e r  n u m b e r  o f  
g a s  f o r m i n g  b a c t e r i a  c a n  b e  o b t a i n e d  i n  i c e  c r e a m  b y  t h e  u s e  o f  
E n d o  a g a r  t h a n  f r o m  a s p a r a g h u  a g a r .  T h e  f a c t  t h a t  o t h e r  
o r g a n i s m s  b e s i d e s  c o l o n  w i l l  g r o w  o n  E n d o  w h i c h  a r e  d i f f i c u l t  t o  
d i f f e r e n t i a t e ,  w o u l d  e x c l u d e  i t ,  h o w e v e r ,  f o r  r e l i a b l e  q u a n t i t a t i v e  
w o r k .  
EFFECT OF MEDIA ON COLON TYPES 
T o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  e n r i c h m e n t  m e d i a  u p o n  t h e  
v a r i o u s  t y p e s  o f  t h e  c o l o n  g r o u p ,  t w e n t y - f o u r  t o  f o r t y - e i g h t  



























































Effect of media on colon types
NUMBER NUMBER NUMBER NUMBER NUMBER NUMBE:R
NUMBER FROM FROM FROM NUMBER FROM FROM FROMORGANISM ON PLAIN BILE ENllO ASPARAGIN ORGANISM ON PLAIN BILE ENDO ASPA.RAQINAGAR LACTOSE BROm BROTH AGAR LACTOSE BROTH BROTHBROm BROTH
-
10,000 500 1,000 10,000 r 40,000 10,000 100,000 100,000
4,000 500 500 1,000 10,000 10,000 10,000 10,000
3,000 1,000 1,000 1,000 8,000 1,000 10,000 1,000
1,000 500 1,000 1,000 10,000 1,000 10,000 10,000
B. coli communis ....... 1,000 500 1,000 500 B. lactis aerogenes.... 14,000 10,000 10,000 10,000
5,000 500 1,000 10,000 15,000 10,000 10,000 1,000
1,000 1,000 1,000 1,000 4,000 500 1,000 1,000
50,000 10,000 1,000 1,000 20,000 50,000 1,000 1,000
16,000 10,000 10,000 10,000 20,000 10,000 10,000 10,000
Average ................ 10,000 2,700 1,950 3,950 Average ............... 15,600 11,300 18,000 16,000
---
8,000 100 10,000 1,000 . 4,000 1,000 1,000 500
13,000 10,000 1,000 1,000 1,000 1,000 10,000 100
30,000 10,000 1,000 10,000 1,000 100 1,000 1,000
5,000 1,000 1,000 1,000 3,000 1,000 1,000 1,000
B. Coli communior..... 3,000 500 10,000 1,000 B. acidi lactici. ....... 3,000 1,000 1,000 1,000
25,000 10,000 10,000 100,000 14,000 1,000 10,000 10,000
7,000 1,000 1,000 1,000 4,000 1,000 1,000 1,000
10,000 1,000 10,000 1,000 l 1,000 500 1,000 50014,000 1,000 1,000 10,000 10,000 1,000 10,000 1,000
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c o m m u n i o r ,  B .  lact'm-aerogenes, a n d  B .  a c i d i  l a c t i c i  w e r e  u s e d .  
T h e  s a m e  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t  a n d  a l l  
r e p r e s e n t e d  t h e  f e c a l  t y p e  o f  c o l o n .  A s m a l l  p o r t i o n  o f  t h e  
c u l t u r e  w a s  a d d e d  t o  a s t e r i l e  f l a s k  o f  p h y s i o l o g i c a l  s a l t  s o l u t i o n .  
T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  e a c h  r e s p e c t i v e  g r o u p  w a s  t h e n  o b t a i n e d  
f r o m  e a c h  f l a s k  b y  p l a t i n g  o n  a g a r  a n d  i n o c u l a t i n g  b i l e  l a c t o s e ,  
E n d o ,  a n d  a s p a r a g i n  b r o t h  f e r m e n t a t i o n  t u b e s .  T h e  c o u n t s  o n  
p l a i n  a g a r  s h o u l d  r e p r e s e n t  f a i r l y  a c c u r a t e l y  t h e  t r u e  n u m b e r  o f  
c o l o n  b a c i l l i  p r e s e n t  i n  e a c h  flask. T h e  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n  
w a s  f o r t y - e i g h t  h o u r s  a t  37°C. T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
a n a l y s e s  o f  n i n e  d i f f e r e n t  s a m p l e s  o f  e a c h  c u l t u r e  a r e  n o t e d  i n  
t a b l e  13. TABLE 14 
Summarized data showing effect of media on colo~ types. 
G R O U P  
B .  c o l i - c o m m u n i s . . .  { 
B .  e o l i - c o m m u n i o r . .  { 
B .  lactis-aerogenes.. I 
B. acidi-lactici ..... ( 
A v e r a g e  . . . . . . . . . .  I 
A v e r a g e  n u m b e r  
A v e r a g e  p e r  c e n t  
A v e r a g e  n u m b e r  
A v e r a g e  p e r  c e n t  
Average n u m b e r  
A v e r a g e  p e r  c e n t  
A v e r a g e  n u m b e r  
A v e r a g e  p e r  c e n t  
A v e r a g e  n u m b e r  





B I L E  
L A C T O S ]  
2,700 
6 3 . 0  
3,840 
7 0 . 4  
844 
8 1 . 2  
4,671 
5 6 . 6  
E N D O  
B R O T H  
1,950 
8 0 . 5  
5,000 





3 2 . 9  
A S P A R A G I N  











A s u m m a r y  o f  t h e  t a b l e  d e m o n s t r a t e s  B .  c o l i  c o m m u n i s  t o  b e  
i n h i b i t e d  m o r e  b y  a l l  t h e  m e d i a  t h a n  t h e  o t h e r  t y p e s .  A s p a r a -  
g i n  s h o w i n g  60.5 p e r  c e n t ,  bile, 63 p e r  c e n t ,  a n d  E n d o ,  80.5 p e r  
c e n t  i n h i b i t i o n .  
F o r  B .  coil c o m m u n i o r  a s p a r a g i n  e x e r t e d  n o  c h e c k i n g  i n f l u e n c e ,  
w h i l e  E n d o  s h o w e d  61.5 p e r  c e n t ,  a n d  b i l e  l a c t o s e  70.4 p e r  c e n t  
i n h i b i t i o n .  
B .  l a c t i s - a e r o g e n e s  a p p e a r s  t o  b e  l e s s  i n f l u e n c e d  b y  m e d i a  t h a n  
t h e  o t h e r  t y p e s ,  a s p a r a g i n  a n d  E n d o  s h o w i n g  n o  i n h i b i t i o n ,  
w h i l e  b i l e  l a c t o s e  d e c r e a s e d  t h e  c o u n t  o n l y  27.4 p e r  c e n t .  
T H E  C O L O N - A E R O G E N E S  G R O U P  O F  M I L K  125 
B .  a c i d i  l a c t i c i  i s  i n f l u e n c e d  b y  a l l  t h r e e  m e d i a .  E n d o  d e -  
c r e a s e s  t h e  g r o u p  ! 1 . 1  p e r  c e n t ,  a s p a r a g i n ,  60 p e r  c e n t ,  a n d  b i l e  
l a c t o s e ,  81.2 p e r  c e n t .  
T h e  r e s u l t s  f u r t h e r  d e m o n s t r a t e  t h a t  a s p a r a g i n  e x e r t s  t h e  
g r e a t e s t  i n h i b i t i v e  a c t i o n  u p o n  B .  c o l i  c o m m u n i s  a n d  B .  a c i d i  
l a c t i c i  a n d  h a s  nc~ e f f e c t  u p o n  t h e  o t h e r  t w o  m e m b e r s  o f  t h e  
g r o u p .  E n d o  b r o t h  e x e r t s  i t s  g r e a t e s t  i n f l u e n c e  u p o n  B .  c o l i  
c o m m u n i s  a n d  B .  c o l i  c o m m u n i o r ;  e f f e c t s  B .  a c i d i  l a c t i c i  s o m e  
a n d  B .  l a e t i s  a e r o g e n e s  m o r e .  B i l e  e x e r t s  a n  i n h i b i t i v e  a c t i o n  
o n  a l l  t y p e s .  A n  a v e r a g e  o f  t h e  c o u n t s  f o r  a l l  t y p e s  f o r  e a c h  
r e s p e c t i v e  m e d i a ,  a s  s h o w n  i n  t a b l e  14 i n d i c a t e s  t h a t  a s p a r a g i n  
h a s  a n  a v e r a g e  i n h i b i t i v e  e f f e c t  o f  1 7 . 1  p e r  c e n t ,  E n d o ,  32.9 p e r  
c e n t ,  a n d  b i l e  l a c t o s e ,  56.6 p e r  o e n t .  T h e s e  r e s u l t s  c o m p a r e  
f a i r l y  w e l l  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  e n u m e r a t i o n  o f  t h e  
e n t i r e  c o l o n  g r o u p  f r o m  m i l k  w i t h  t h e  s a m e  m e d i a .  
C L A S S I F I C A T I O N  O F  T H E  C O L O N - A E R O G E N E S  G R O U P  O F  M I L K  
T h e  m o s t  i m p o r t a n t  s o u r c e s  o f  o r i g i n a l  c o n t a m i n a t i o n  o f  m i l k  
b y  c o l o n  o r g a n i s m s ,  a r e  p a r t i c l e s  o f  m a n u r e  a n d  p a r t i c l e s  o f  f e e d  
f a l l i n g  i n  m i l k  d u r i n g  p r o d u c t i o n .  T h e  p o l l u t i o n  o f  m i l k  w i t h  
m a n u r e  s h o u l d  a d d  a l a r g e r  p e r  c e n t  o f  t h e  f e c a l  t y p e s  of c o l o n ,  
w h i l e  f e e d  c o n t a m i n a t i o n  w o u l d  t e n d  t o  i n c r e a s e  t h e  n o n  f e c a l  
t y p e s .  T h e  m e t h o d  p r o p o s e d  b y  C l a r k  a n d  L u b s  (3) f o r  d i f -  
f e r e n t i a t i n g  t h e s e  t w o  t y p e s ,  offers o p p o r t u n i t y  t o  s t u d y  t h e  
o r i g i n a l  s o u r c e  o f  c o l o n  c o n t a m i n a t i o n  i n  m i l k .  R o g e r s ,  C l a r k  
a n d  D a v i s  (9) s t u d i e d  125 c o l o n  c u l t u r e s  f r o m  m i l k  a n d  f o u n d  
52 p e r  c e n t  o f  t h e m  t o  r e p r e s e n t  t h e  f e c a l  t y p e  a n d  4 8  p e r  c e n t  
t h e  n o n  f e c a l  t y p e .  
T o  s t u d y  t h e  t y p e  o f  c o l o n  b a c i l l i  o c c u r i n g  i n  m i l k  i n  t h i s  
l o c a l i t y ,  590 c u l t u r e s  w e r e  i s o l a t e d .  Of t h e  590 c u l t u r e s  s t u d i e d ,  
352 W e r e  o b t a i n e d  f r o m b i l e  l a c t o s e ,  60 f r o m  E n d o  b r o t h ,  140 
f r o m  a s p a r a g i n  b r o t h ,  a n d  38 f r o m  l a c t o s e  b r o t h .  Of t h e  352 
c u l t u r e s  o b t a i n e d  f r o m  b i l e  l a c t o s e ,  70 w e r e  p i c k e d  f r o m  E n d o  
p l a t e s  w h i c h  h a d  b e e n  s t r e a k e d  ' f r o m  t h e  b i l e  l a c t o s e  t u b e s .  A l l  
r e m a i n i n g  c u l t u r e s  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  p l a i n  a g a r  p l a t e s ,  i n o c u -  
l a t e d  f r o m  t h e  v a r i o u s  f e r m e n t a t i o n  t u b e s .  A l l  c u l t u r e s  w e r e  
TABLE IS 
A summary of the colon cultures isolated from milk 
t ~  
B .  C O L I  C O M M U N I 8  B .  C e L l  C O M M U N I O R  B .  L A C T I 8  A I R O G I B N E S  
Reaction t o  Reaction t o  Reaction t o  
m y t h y l  red methyl red m e t h y l r e d  
Total Total Total 
Alka- Alka- Alka- i Acid Acid line A c i d  l i n e  line 
n .  A C I D I  L A C T I C I  S U M M A R Y  
Reaction t o  Reaction to 
methyl r e d  m e t h y l  red 
Total Total 
Alka- A c i d  A l k a -  A c i d  line line 
N u m b e r  
B i l e  l a c t o s e  t o  p l a i n  a g a r . . .  P e r  c e n t  
N u m b e r  
B i l e  l a c t o s e  t o  e n d o  a g a r . . .  P e r  c e n t  
N u m b e r  
E n d o  b r o t h  t o  p l a i n  a g a r . . .  P e r  c e n t  
1 I 1 0 165 133 22 108 73 35 
0.351 100 0 5 8 . 5  7 3 . 8  2 6 . 1  3 8 . 2  6 7 . 6  3 2 . 4  
0 0 0 31 23 8 37 24 13 
0 0 0 4 4 . 2  7 6 . 1  2 5 . 8  5 2 . 8  6 4 . 8  3 5 . 1  
0 0 0 21 19 2 38 23 15 
0 0 0 3 5 . ~  9 0 . 4  9 . ~  6 3 . 3  6 0 . 5  3 9 . 4  
8 8 0 282 215 67 
2 . 8  100 0 7 6 . 2  2 3 . 7  @ 
2 2 0 7 0  49 21 ,~ 
2 . 8  100 0 7 0 . 0  3 0 . 0  
d 
1 1 0 60 43 17 
100 0 6 2 . 8  3 7 . 1  1 . 6  
A s p a r a g i n  b r o t h  t o  p l a i n /  N u m b e r  2 2 0 
a g a r  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  \ P e r  c e n t  1 . 4  I 0 0  0 
/ N u m b e r  0 0 0 
L a c t o s e  b r o t h  t o  p l a i n  a g a r  ~ P e r  c e n t  0 0 0 
N u m b e r  3 3 0 
T o t a l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  P e r  c e n t  0 . 5  100 0 
64 37 27 73 25 48 1 1 I 
4 5 . 7  5 7 . 8  4 2 . 1 1  5 2 . 1  3 4 . 2  6 5 . 8  6 . 7  10O 
0 140 65 75 
0 4 6 . 4  5 3 . 5  
295 219 7 6  279 156 123 13 13 0 ! 5 9 0  391 199 
50.C 7 4 . 5  2 5 . 7  4 7 . 2  5 5 . 5  4 4 . 4  2 . 2  100 0 6 6 . 2  3 3 . 7  
14 7 7 23 11 52 1 2 . 1  1 1 0 38 19 19 
3 6 . 8  5 0 . 0  5 0 . 0  6 0 . 6  4 7 . 8  2 . 6  100 0 5 0 . ~  5 0 . 0  
T H E  C O L O N - A E R O G E N E $  G R O U P  O F  M I L K  127 
t e s t e d  f o r  t h e i r  p u r i t y  a n d  t h e i r  m o r p h o l o g y  d e t e r m i n e d .  O n l y  
t h o s e  n o n  s p o r e  p r o d u c i n g ,  g r a m  n e g a t i v e ,  l a c t o s e  f e r m e n t i n g  
b a c i l l i  w h i c h  f a i l e d  t o  l i q u e f y  g e l a t i n  w e r e  c o n s i d e r e d  a s  c o l o n  
o r g a n i s m s .  G a s  p r o d u c t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  g l u c o s e ,  l a c t o s e ,  
s a c c h a r o s e  a n d  d u l c i t e  s u g a r s  a n d  t h e  c u l t u r e s  g r o u p e d  a c c o r d i n g  
t o  M a c C o n k e y  s c l a s s i f i c a t i o n .  T h e y  w e r e  classified a c c o r d i n g  
t o  o r i g i n  b y  t h e i r  r e a c t i o n  t o  m e t h y l  r e d .  T h e  s u m m a r y  o f  t h e  
f i n d i n g s  a r e  i n d i c a t e d  i n  t a b l e  15. 
B .  c o l i  c o m m u n i s  r e p r e s e n t e d  0 . 5  p e r  c e n t  o f  t h e  t o t a l  c u l t u r e s  
i s o l a t e d ;  B .  c o l i  c o m m u n i o r ,  50 p e r  c e n t ;  B .  l a c t i ~ a e r o g e n e s ,  
47.2 p e r  c e n t ,  a n d  B .  a c i d i  l a c t i c i ,  2.2 p e r  c e n t .  T h a t  t h e  c o l o n  
g r o u p  i n  m i l k  i n d i c a t e  o r i g i n a l  f e c a l  p o l l u t i o n  i s  d e m o n s t r a t e d  
b y  t h e  f a c t  t h a t  66.2 p e r  c e n t  o f  t h e  c u l t u r e s  i s o l a t e d  w e r e  f e c a l  
t y p e s  w h i l e  o n l y  33.7 p e r  c e n t  w e r e  o f  t h e  g r a i n  v a r i e t y .  
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  o b s e r v e  t h a t  o f  t h e  282 c u l t u r e s  o b t a i n e d  
f r o m  b i l e  l a c t o s e - p l a i n  a g a r ,  76.2 p e r  c e n t  w e r e  f e c a l  t y p e ;  o f  
t h e  70 c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  b i l e  l a c t o s e  E n d o  a g a r ,  70 p e r  c e n t  
w e r e  f e c a l  o r i g i n ;  o f  t h e  43 c u l t u r e s  o b t a i n e d  E n d o  b r o t h ,  6 2 . 8  
p e r  c e n t  w e r e  f e c a l  o r [ g i n ;  w h i l e  o f  t h e  38 c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  
l a c t o s e  b r o t h ,  o n l y  50 p e r  c e n t  w e r e  f e c a l  t y p e ,  a n d  o f  t h e  140 
c u l t u r e s  o b t a i n e d  f r o m  a s p a r a g i n  b r o t h ,  o n l y  46.4 p e r  c e n t  
r e p r e s e n t e d  f e c a l  s o u r c e .  
C L A S S I F I C A T I O N  O F  T I ~ I E  C O L O N - A E R O G E N E S  G R O U P  F R O M  
C O W  F E C E S  
S u m m a r i z e d  d a t a  o f  169 c o l o n  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  c o w  
f e c e s  a r e  f o u n d  i n  t a b l e  16. 
H e r e  37.2 p e r  c e n t  o f  t h e  c u l t u r e s  w e r e  g r o u p e d  a s  B .  c o l i  
c o m m u n i s ,  4 5 . 5  p e r  c e n t  a s  B .  c o l i  c o m m u n i o r ,  9 . 4  p e r  c e n t  a s  
B .  l a c t i s - a e r o g e n e s ,  7.6 p e r  c e n t  a s  B .  a c i d i  l a c t i c i .  T h e  m a j o r i t y ,  
o r  82.7 p e r  c e n t  o f  t h e  o r g a n i s m s  w e r e  c l a s s e d  a s  b e l o n g i n g  t o  t h e  
c o m m u n i s - c o m m u n i o r  g r o u p .  A s  t o  source, 95.2 p e r  c e n t  o f  t h e  
c u l t u r e s r e p r e s e n t e d  f e c a l  t y p e .  
I t  w o u l d  a p p e a r  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  B .  c o l i  c o m m u n i s  f a i l s  
t o  d e v e l o p  t o  a n y  e x t e n t  i n  m i l k ,  o r  t h e  m e t h o d s  f o r  i s o l a t i o n  i n  
m i l k  f a i l e d  t o  f a v o r  t h e i r  d e v e l o p m e n t .  T h e  i n f e r e n c e  m i g h t  b e  
) O ~ R I ~ A L  O F  DAIRY S C I E N C E ~  V O L .  If, N O .  
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t h a t  l a r g e  n u m b e r s  o f  B .  c o l i  e o m m u n i s  i n  m i l k  i n d i c a t e  r e c e n t  
f e c a l  p o l l u t i o n .  
I n  t h i s  c o n n e c t i o n  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e ,  t h e  f a t e  o f  t h e  g r a i n  
t y p e ,  d u r i n g  t h e i r  p a s s a g e  t h r o u g h  a n i m a l s .  S u c h  m a t e r i a l  a s  
f o r a g e  a n d  g r a i n  h a s  a f a i r l y  l a r g e  c o l o n  flora a n d  t h e  m a j o r i t y  
o f  t h e s e  o r g a n i s m s  a r e  c o n s i d e r e d  n o n - f e c a l  t y p e s .  T h e  f a c t  t h a t  
t h e  f e c a l  s t r a i n s  p r e d o m i n a t e  i n  f r e s h  f e c e s  i n d i c a t e s  t h a t  e i t h e r  
t h e  n o n - f e c a l  t y p e s  f a i l  t o  s u r v i v e  d u r i n g  t h e i r  p a s s a g e  t h r o u g h  
a n i m a l s  o r  t h e r e  i s  a c o n v e r t i n g  o f  t y p e s  w i t h i n  t h e  a n i m a l .  
H o w e v e r ,  m o s t  o f  t h e  e v i d e n c e  r e l a t i n g  t o  t h e  i n t e r c h a n g e a b i l i t y  
o f  t y p e s  o f  t h e  c o l o n  b a c i l l i  w o u l d  t e n d  t o  r e f u t e  t h i s  l a t t e r  p o i n t .  
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MEDIA 
B i l e  t o  a g a r . .  . f  N u m b e r  
" ' "  [ P e r  c e n t  
B ,  c o ~ I  
C o ~ u N I S  
I R e a c t i o n  
/m [2 
a?+2j96 m3+ I 
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S U M M A R Y  A N D  C O N C L U S I O N  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  i n v e s t i g a t i o n s  i n d i c a t e :  
1. T h e  c o l o n - a e r o g e n e s  f a m i l y  c a n  n o t  b e  u s e d  a s  a n  a c c u r a t e  
i n d i c a t o r  o f  s a n i t a r y  m i l k  p r o d u c t i o n .  
2. T h e  n u m b e r  o f  c o l o n  o r g a n i s m s  i n  m i l k  "is g r e a t l y  i n f l u -  
e n c e d  b y  t e m p e r a t u r e .  
3. T h e  t o t a l  c o u n t  i n ' t h e  m a r k e t  m i l k  e ~ a m i n e d  w a s  c l o s e l y  
c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  c o l o n  c o n t e n t .  
4. T h e  n u m b e r  o f  c o l i  r e c o r d e d  f r o m  m i l k  a n a l y s i s  w i l l  b e  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  m e d i a  e m p l o y e d .  
5. A n  a v e r a g e  o f  t w i c e  a s  m a n y  c o l o n  b a c i l l i  w e r e  o b s e r v e d  
f r o m  l a c t o s e  b r o t h  a s  c o m p a r e d  w i t h  b i l e  l a c t o s e .  
T H E  C O L O N - A E R O G E N E S  G R O U P  O F  M I L K  1 2 9  
6 .  A s p a r a g i n  b r o t h ,  o n  a n  a v e r a g e  g a v e  2 . 4  t i m e s  t h e  n u m b e r  
o f  c o l o n  a s  b i l e  l a c t o s e .  
7 .  E n d o  b r o t h  g a v e  o n  a n  a v e r a g e  1 . 5  t i m e s  a s  m a n y  c o l o n  a s  
b i l e  l a c t o s e .  
8 .  A s p a r a g i n  e x e r t e d  i t s  g r e a t e s t  i n h i b i t i v e  a c t i o n  u p o n  B .  
c o l i  c o m m u n i s  a n d  B .  a c i d i  l a e t i c i ,  a n d  f a i l e d  t o  e f f e c t  t h e  o t h e r  
t w o  m e m b e r s  o f  t h e  g r o u p .  
9 .  E n d o  e x e r t e d  i t s  g r e a t e s t  i n f l u e n c e  u p o n  B .  c o l i  c o m m u n i s  
a n d  B .  c o l i  c o m m u n i o r ,  a n d  h a d  n o  e f f e c t  u p o n  B .  l a c t i s  a e r o -  
g e n e s  a n d  B .  a c i d i  l a c t i c i .  
1 0 .  B i l e  e x h i b i t e d  a n  i n h i b i t o r y  a c t i o n  u p o n  a l l  f o u r  m e m b e r s .  
1 1 .  T h e  o r i g i n a l  s o u r c e  o f  t h e  c o l o n  f a m i l y  i n  m i l k  i s  e v i d e n t l y  
f e c a l  p o l l u t i o n  f o r  o f  5 9 0  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  milk~ 6 6 . 2  p e r  
c e n t  r e p r e s e n t e d  f e c a l  o r i g i n .  
1 2 .  O f  1 6 9  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  f r e s h  b o v i n e  f e c e s ,  9 5 . 2  p e r  
c e n t  r e p r e s e n t e d  t h e  f e c a l  t y p e  o f  B .  co]]. 
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